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　　　　　In　October　1977　and　August　1979，　two　outbreaks　of　acute．gastroenteritis　occurred　in　an　infant
home　in　the　city　of　Sapporol　Japan．　During　the　outbreaks，　out　of　93　residents　of　one　to　27　months
old，．77（83％）showed　some　intestinal　symptoms，　inculding　diarrhea　in　73（95％），　vomiting　in　34
（44％）and　fever　in　14（18％）．　Electron　microscopic　examinations　revealed　typical　calicivirus　parti－
cles　in　fecal　specimens　derived　from　the　two　outbreaks．　During　these　outbreaks　61　stool　specimens
were　examined，　and　29（48％）．　were　found　to　contain　calicivirus　particles．　Relationship　between　fecal
shedding　of　the　vims　and　the　days　of　illness　was　clearly　demonstrated．．Immune　electron　microscopic
（IEM）tests　for　antibody　responses　against　one　of　the　isolated　strains．　of　calicivirus　were　carried　out
on　27　paired　pre－illness　and　convalescent　sera　derived　from　the　former　outbreak．　Serocoversion　was
demonstrated　in　18（95％）of　19　affected　infants　and　in　six（75％）of　eight　unaffected　infants．　Based
on　the　resロ1ts　of　IEM　tests，　the　calicivirus　appeared　to　have　no　antigenic　relationship　to丘ve　candi－
date　viruses　for　gastroenteritis　so　far　reported：Norwalk　agent，　Hawaii　agent，　W　agent．，　Otofuke．
agent　and　the　small　round　virus－like　particles．　Serum　specimens　from　children　and　adults　living　in
Sapporo　were　tested　for　antibody　against　calicivirus　by　IEM，　using　the　virus－rich　fecal　extracts　as
the　source　of　antigen．　Of　83　serum　specimens　tested，49（59％）were　positive　for　anti・calicivirus　anti－
body．　The　age－related　prevalence　of　antibody　to　calicivirus　suggested　that　calicivirus　infection
begins　in　later　infancy　and　is　accelerated　in　nursery，　kindergarten　or　pirmary　schooL　The丘ndings
provide　us　with　evidence　for　the　etiologic　role　of　human　calicivirus　in　i㎡antile　gastroenteritis．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　April　13，1981　and　accepted　April　27，1981）
1　緒 言
　乳幼児期．の急性非細菌性胃腸炎の病因的研究は，電
子顕微鏡（以下，電顕と略記）法の導入によって飛躍
的な発展を逐げたP
　　Rotavirusは1973年にBishop　et　al．1〕続いて
Flewett　et　a1．3｝の電顕法の応用によ．って下痢症患児の
生検十二指腸粘膜および糞便に発見された．以来，内
外から多数の研究報告が相次ぎ，rotavirusは，乳幼児
下．痢症の主病原体として揺ぎない地位を確立するに至っ
たPその後の病因的研究は，rotavirusに続く複数の病
原候補ウイルスの検出へと進展をみせている．これら
の病原候補ウイルスは，典形的な正二十面体構造を有
するadenovirusl》大形で多形性を示すcoronavirusl）
直径が25－40㎜の小型ウイルス群6陶16）に大きく3分す
ることができる．小型ウイルス群に属すウイルス因子
は，最初に検出された地名で呼称されたり，粒子のも
つ表面構造の特徴から命名し，報告されているのが現
況である．各因子では病原性の検討のほか，抗原性の
比較検討および培養系の確立が急がれている．
　　これら一群の小型因子に含まれるNorwalk　agent6）
は，小学校に流行した急性．胃腸炎の患者糞便中に，免
疫電顕法で検出され，以来，米国NIH（National
Institutes　of　Health）グループで精力的な研究が続行
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されている．Clarke　et　al．によるWagentlo｝は，寄宿
学校生徒に流行した急性胃腸炎に，Appleton　et　al．に
よるDitchling　agent1Dは小学校での流行に，　Spratt　et
al．によるMinirotavirus13｝は乳児病棟の院内感染に検
出され，報告されている．さらに，本邦においては浦
沢らが施設内に発生した成人嘔吐下痢症から，直径が
35－40nmのウイルス粒子を検出し｝4）後に，　Otofuke
agent17）と命名し，報告した．散発性の急性胃腸炎で検
出された小型因子には，Madeley　and　Cosgroveが乳
幼児糞便に検出したastrovirus9）やcalicivirus12｝があり，
さらにMiddleton　et　a1．によるminireovirus16）があげ
られる．著者らも散発性および家族発生の乳幼児胃腸
炎に小球形ウイルス様粒子15）を検出している．このよう
に多くの小型候補ウイルスの存在が報告されているが，
小型ウイルスは電顕ネガティブ染色法によって形態的
差異を明確にすることは概して困難であり，さらに，抗
原性の比較検討も培養系が確立されない限り容易では
ない．最も研究のすすんでいるNorwalk　agentと，同
じグループに属するとされるMontgomery　County
agentとHawaii　agentでは，　volunteerによる感染実
験で病原性が確かめられたが押分離培養系の樹立には
成功していない．
　著者らは，2歳未満の乳幼児を収容する施設で，約5
年間に6回の急性胃腸炎の流行を経験した．この中の
2回の流行で，calicivirusに特徴的な幾何学的表面構
造を示す小型ウイルス粒子を検出し，本粒子が集団発
生した急性胃腸炎の病原ウイルスであるという結論に
至った．本論文は，本流行に対して臨床ウイルス学的，
ならびに疫学的検索を加えて得たいくつかの新知見を
報告するものである．
2　研究対象および材料
2・1研究対象
　札幌市の北海道立中央乳児院（以下，本乳児院と略
記）で発生した，2回の急性胃腸炎の流行を対象とした．
第1回（1977年10月）流行時に，本乳児院には，月齢
2ヵ月から20カ月（平均月齢11．5ヵ月）までの男児16
名，女児18守恒34名が在院した，第2回（1979年8
月）流行時には月齢1ヵ月から27ヵ月（平均月齢12．0
ヵ月）までの男児36名，女児23名計59名が在院した，
第1回流行時には1977年10月27日から10月31日ま
での期間に33名から，第2回流行時には胃腸炎症状の
発現にほぼ合わせて28名から，合計61名から糞便を
採取した．また，第1回流行時には，流行の前後にあ
たる，1977年8月29日および1977年12月12日に，
27名のペア血清を採取した．
　血清疫学的検索には，1979年7月から1980年4月
までの期間に，札幌市内に居住し，非感染性疾患で札
幌医科大学小児科外来で診療を受けた小児から得られ
た血清を用いた．これらの血清の月齢分布は，6ヵ月未
満から13検体，6－23ヵ月から20検体，2－5歳から20
検体，6－12歳から20検体の合計73検体であった．ま
た，小児科医師（札幌医科大学小児科勤務）10名から
得られた血清を成人検体とした．すべての血清検体は
使用するまで一200Cに，糞便検体は一70。　Cに凍結保存
した．
2・2抗血清およびウイルス
　検出粒子と，胃腸炎候補ウイルスのいくつかとの抗
原性の比較検討を行うために，下記研究者から抗血清
の供与を受けた．すなわち，Norwalk　agentに対する
免疫チンパンジー血清と，Hawaii　agentに対する
vohmteer抗血清はDr．　Kapikian（NIH，　Bethesda，
Md．　USA）7・18）から，　W　agentに対するvolunteer抗血
清はDr．　Clarke（Public　Health　Laboratory，
Kingsdown，　Bristol，　England）Io）から，　Otofuke
agentに対する強敵血清は浦沢教授（札幌医科大学衛生
学教室）14｝から分与を受けた．また，著者らのsmall
round　virus－like　particlesについては患者血清を用い
た｝5）
　検出粒子と動物calicivirusとの形態学的比較を目的
として，初代ネコ腎細胞で増殖し，精製されたネコ
calicivirusも浦沢教授から分与を受けた．
3　研究方法
3・1　臨床症状の分析
　胃腸炎症状などの臨床症状は，診療録，看護記録お
よび体温表を参考にして分析した．体温は直腸温で計
測された．
3・2　ネガティブ染色法による電顕的観察
　電顕用試料の作製はFlewett　et　aL19｝の方法に準じて
行なった．すなわち，一70．Cに凍結保存した糞便を室
温下で融解後に，0．01Mphosphate　buffered　saline
（pH　7．0；以下，　PBSと略記）により10％（wt／vo♂）
糞便乳剤を作り，6，000g，4．　C，60分間の遠心分画を
行なった．この遠心上清に化学濾紙（Toyo丘lter
paper　No．6，東洋濾紙）を用いて濾過操作を行ない，
上清上層の細浮遊物を除去した．次に，濾過液を超遠
心チューブに移し，100，000g，4。　C，60分間の超遠心
分画を行った．低速遠心分画には冷却遠心機
（KUBOTA－KR／180　B，久保田工業製）を用いた．超
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遠心分画には角型ロータ（RP－40　rotor，日立製作所
製）および三遠心機（HITACHI－65　P，日立製作所製）
を用いた．超遠心分画後に，上清を除去し，得られた
沈渣に毛細管ピペットで3滴の再蒸溜水を加え，次い
で，ピペット先端で沈渣を粉砕し，再浮遊液とした．こ
の再浮遊液に等容量の2％リンタングステン酸液
（pH　7．0）を加えて，よく混合し，室温下に20分間染
色した．次に，カーボン蒸着を施し，親水化処理を行
なったコロジオン支持膜付き電顕メッシュ（VECO一グ
リッドH400，日新電顕材料社製）上に混合液を静かに
載せ，先端を再蒸溜水で湿らせた懊形の小濾紙片で余
剰液を吸収し，室温下で乾燥させ，電顕用試料とした．
各試料は電顕（JEM－100　B，日本電子工業製）により
倍率27，000－33，000倍で観察を行なった。また，初代
ネコ腎細胞で増殖させて得たcalicivirus浮遊液も糞便
材料と同様な方法でネガティブ染色を施し，電顕的観
察を行なった．
3・3免疫電顕法（Immune　e星ectron　micmscoPy；
　　以下，IEM法と略記）
　血清学的診断，抗原性の比較検討および血清疫学的
検索にはいずれもIEM法を用いた．
　患者糞便からのIEM用抗原の作製方法，　IEM法の
実際およびIEM抗体の判定方法は，　Kapikian　et
aL6）がNorwalk　agentの研究に用いた方法に準拠した
が，方法の一部に工夫を加えて行なった．すなわち，凍
結保存したウイルス陽性患者糞便を室温下で融解した
後に，PBSにより10％糞便乳剤を作り，この乳剤を遠
心分画法により，電顕用試料作製の場合と同様に精製
濃縮した．超遠心チューブ管底より，6段階の濃度の塩
化セシウム溶液（密度；1．10，1．20，1．30，1．40，
1．50，1．60g／cm3）を各々1．5mJつつ重層して不連続
性密度勾配を作り，その最上層に超遠心沈渣の再浮遊
液を静かに重層し，100，000g，4．C，18時間超遠心を
行なった，塩化セシウム密度勾配平衡遠心分画法には
水平ロータ（RPS－40　T　rotor，日立製作所製）を使用
した．超遠心終了後に，gradientor（SJ　1300　UD，
MITSUMI　SCIENTIFIC　IND。製）を使用して超遠心
チューブ上層から0．5m1つつ25分画を採取した．次
いで，各分画の密度をアツベ屈折計（アツベ屈折計1型，
アタゴ社製）を用いて測定した後に，PBSにより4．　C，
16時間透析を行なった．透析終了後に，電顕で各分画
を検鏡し，ウイルス粒子を含む分画を確認し，これを
集めてIEM用精製抗原とした．
　IEM法ではKapikian　et　aL6）の方法より使用抗原
量および血清量を1／4量にすることで精製抗原の節約
を計った．すなわち，精製抗原0．1m♂とPBSで10倍
希釈した血清0．025mJを超遠心チューブ子中で，室温
下で60分間混合反応させ，つづいて，4．Cで約16時間
反応静置した．反応終了後に，4．C下に保存のPBS　10
m1を加え，角型ロータを用いて，100，000g，4．C，60
分間の超遠心を行なった．対照は血清に代えてPBSを
用いて精製抗原と同じく混合反応させた．超遠心終了
後に，上清を静かに除去し，得られた沈渣に3滴の再
蒸溜水を加えて再浮遊液とした．この再浮遊液に等容
量のネガティブ染色液を加えて染色を施し，電顕的観
察を行なった．各試料の観察はすべて盲検とし，at
randomに7視野の観察と，電顕写真の撮影を行なっ
た．IEM抗体の有無は，対照との電顕像の比較に基づ
き，抗原ウイルス粒子の凝集性と，粒子に付着する抗
体量で，0から4＋までの5段階の基準を設定して判定
した．ただし，抗体量がっつく2段階の両方の基準を
示す場合には，それらの2段階の中間値で表わすこと
にした．また，ペァ血清についての抗体リスポンスは，
1＋以上の上昇をもって有意と判定した．IEM法による
抗体量の判定基準をFig．1に示した．抗体量0；ウイル
ス粒子は孤立して散在し，個々の粒子には抗体の付着
は見られず，特徴的な表面構造が明瞭に観察されるも
ので，血清の代りにPBSを用いた対照の電顕ネガティ
ブ像と差がない（Fig．1－a）．
　抗体量1＋；粒子は大きな凝集塊をつくり，粒子間に
は雲状，あるいは線状の抗体による架橋形成（bridge
formation）がみられるが，表面構造は明瞭に観察され
る（Fig．1－b）．抗体量2＋；粒子は比較的大きな凝集
塊をつくるが，粒子間の抗体の付着が増すにしたがい，
粒子表面が不鮮明に被われて観察される（Fig．1－c）．抗
体量3＋；数個の粒子からなる凝集塊をつくり，粒子表
面は抗体に厚く被われ『ξ観察される（Fig．1－d）．抗体
量4＋；粒子は凝集することはなく，孤立粒子は抗体に
厚く被われて対照の粒子より大型に観察され，表面構
造は不明瞭となる（Fig．1－e）．
3・4　細胞培養法
　10％糞便乳剤の低速遠心分画上清を450nmのミリポ
アフィルターで濾過した後に，20μg／m1のアセチルト
リプシンと等量に混合し，370C20分間処理後，ヒト胎
児腎初代細胞（HEK細胞）およびサル腎由来の2種類
の株化細胞（CV－1細胞，　MA－104細胞）に接種し，1
μg／m1の濃度にアセチルトリプシンを加えた培養液で
回転培養を行ない，細胞変性効果（cytopathic　effect）
の有無を観察した．5－7日目毎に培養細胞を培養液とと
もに3回の凍結融解を施し，同様の操作で3代目まで
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Fig．1Aggregates　observed　in　IEM　test．　The　quantity　of　antibody　on　these　aggre－
　　　　　　gates　was　scored　as　follows：（a）0＝no　aggregates；（b）1十＝large　aggre－
　　　　　　gates，　lightly　covered　with　antibody；（c）2十＝moderately　large　aggregates，
　　　　　　moderately　coated　with　antibody；（d）3十＝small　aggregates，　heavily　coated
　　　　　　with　antibody；（e）4十＝no　aggregates，　so　heavily　coated　with　antibody　that
　　　　　　they　were　almost　obscured．
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継代培養を行なった．また，各継代毎に培養液を遠心
分画法により精製濃縮して，ネガティブ染色を施し，電
顕的観察を行なった．
4研究成績
4・1流行状況
　本乳児院は札幌市の市街地のほぼ中央に位置し，2歳
未満の乳幼児を終日収容する集団保育施設である．在
院児は月齢順にA（6ヵ月未満），B（7－12カ月），　C
（13－18ヵ月），およびD（19－24ヵ月）の4室にほぼ原
則的に区分され，各部屋グループは独立した食堂と寝
室と遊戯室を持ち，専任の保育者が養育にあたってい
る．ただし，調理室および調乳室は各部屋グループに
共通で，保育職員同志の接触は通常にみられる．また，
在院児と外来者の接触の機会は比較的多く，主に在院
児の親族の面会や保育実習生徒（看護学校生徒，保育
学校生徒）により行なわれている．なお，在院児の大
半は生後6ヵ月以前に本乳児院に入院し，2歳前後に退
院するシステムになっている．1977年10月と1979年
8月の2回の流行に重複して在院した児はなく，従って，
2回の流行は同一施設内の異なった集団に発生したこと
になる．
　　　　　　　　a
3
2
1
の
霧
8
ち
お
程8
≡6
4
2
　第1回流行状況をFig．2－aにまとめた．1977年10
月11日にCグループに1月目初発患者が発生し，10月
16日にDグループに患者が続発してみられ，D→C→B
→Aグループの順に各部屋の流行をみた．つまり，流
行の最盛期である2週間には毎日1－3名の急性胃腸炎
患者が発生した．11月10日のAグループに発生した
患者を最後に流行は終った．第2回流行状況をFig．2
－bにまとめた．1979年7月30日にCグループに1名
の初発患者が発生し，C→D→Bグループの順に各部屋
の流行をみた．Aグループには8月6日と8月8日に
それぞれ1名の患者発生をみたが，Aグループの多く
の患者は他のグループより1週間遅れて8月18日より
発生した．8月28日のAグループに発生した患者を最
後に流行は終った．なお，両流行期間中に，保育職員
に胃腸炎症状を訴えたものは認めなかった．外来者の
胃腸炎症状の有無は確認でぎなかった．
4・2　臨床症状の分析
　急性胃腸炎の臨床症状をTable　1にまとめた．第1
回流行時には在院児34名中26名（76％）に消化器症
状を認めた．下痢は必発症状であり，患者26名中10
名（38％）『ﾉ嘔吐，さらに消化器症状の発現に1－2日
前後して，8名（31％）に発熱，2名（8％）に鼻汁・
囚Group　A　回GrOUP　C
DD 8C B A 回Gr。up　B　回Gr。up
BA AA
C　　　　　D DDDCCCCABB
AC
B　　　　　　　A
b
12　　14　　16　　18　　20　　22　　24　　26　　28　　30　　　1　　　3　　　5　　　7　　　9
October November，1977
ABB
BBB
BAB8BDBD BD DDBDDB ADDDDDD A　A　　AA　AAA301357911131517192123252729
　　　　　　　　　　　　Augustg　1979
Fig．2　Two　outbreaks　of　acute　gastroenteritis：distribution　of　the　patients　accQrding　to　the
　　　date　of　the　onset　of　illness．　The　first　outbreak　is　indicated　by（a）and　the　second　by
　　　（b）．Group　A　is　under　six，　B　is　seven　to　12，　C　is　13　to　18　and　D　is　19　to　24　months　of
　　　age　group．
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Table　1α翻α曽池伽γおげ∫吻η醜9αsfγoθ漉翻s　4％εオ。　c擁。勿伽s
Outbreaks　　Number　of
res玉dents　　　　　patientsdiarrhea
　Number　of　patients　with
vomiting　　　fever　　　cough／rhinorrhea
Oct．’77
Aug．’79
TotaI
34
59
93
26（76）
51（86）
77（83）
26（100）
47（92）
73（95）
10（38）
24（47）
34（44）
8（31）
6（12）
14（18）
2（8）
20（39）
22（29）
Percentages　are血dicated　in　parentheses．
　　Table　2　Tん8　sωθ7吻げ8αs’γo勿‘㏄伽σ」εyηzμoη¢s（プゴ吻η渉ガ1θ9臨名。θη詩型お4％θ♂06α1痂麗㍑∫
OutblreaksNumber　Qfpatlents
　　　　　Diarrhea
duration（mean）エ　　　　エ　　エ　times／day
　　　　　Vomiting
　　　　　　　　　　エ　　　　　　エ　duration（mean）　　　　　　　　　　times／day
Oct．’77
Ang．’79
TotaI
26
51
77
1－　8d（4．1d）
1－16d（3．9d）
1－16d（4．Od）
1－　3d（1．5d）
1－　3d（1．5d）
1－　3d（1．5d）
2
4
4
d＝Days
咳漱の気道症状を認めた．第2回流行時には在院児59
名中51名（86％）に消化器症状を認めた．患者51名
中47名（92％）に下痢，24名（47％）に嘔吐，6名
（12％）に発熱，20名（39％）に気道症状を認めた．2
回の流行の消化器症状の発現頻度はほぼ一致したが，発
熱と気道症状には差異を認めた．
　消化器症状の重症度をTable　2にまとめた．両流行
の消化器症状の重症度はほぼ一致した．すなわち，下
痢の平均持続日数は4日で，1日最高7回であった．糞
便の性状は軟便から水様便と種々であったが，多くは
軟便または泥状便であった．下痢患者73名中18名
（25％）が白色調を帯びた糞便を排泄したが，米のとぎ
二様の白色便を排泄したものはいなかった．嘔吐の平
均持続日数は1．5日で，1日最高4回であった．また嘔
吐は第1病日または第2病日に発現することが多く，2
回の流行を合わせて，嘔吐を認めた34名中26名（77％）
が嘔吐を初発症状とした．両流行とも，発熱および気
道症状は軽症に経過した脱水徴候は極めて軽微で，両
流行とも補液療法を必要とした症例はなく，食餌療法
のみで軽快した．合併症を認めた症例はなかった．
4・3電顕法によるウイルス粒子の観察
　第1回および第2回の患者糞便から精製された粒子
は同一の形態を示した（Fig．3）．電顕ネガティブ像で
は本粒子はほぼ球形であるが粒子辺縁は粗槌で，ネガ
ティブ染色液の浸入する数個の凹み（hollow）の規則
的な配列により形成される表面構造を有した．すなわ
ち1個のhollowが中央に位置する粒子（Fig．3；矢印）
では，同形の6個のhollowがこの中央のhollowを囲
んで位置する構造を示した．鮮明に撮影された粒子117
個を選び出し，実則した直径は31±2．Onm（mean±
SD）であった．本粒子は急性胃腸炎の病原候補ウイル
スとして報告されているcalicivirus　1職21’28、に類似した
特徴的な形態を有した．
　ネコcalicivirusの電顕ネガティブ像をFig．4に示し
た．粒子の表面構造は，著者が下痢糞便中に検出した
本粒子に酷似した．実則した129個の粒子の直径は
33±1．5nm（mean±SD）であり本粒子の直径に近似
した．
　塩化セシウム密度勾配平衡遠心分画法で精製濃縮し
た本粒子は，各分画の電顕的観察の結果，密度
1．36－1．39g／cm3の分画に集積していることが確認され
た．
　Table　3に本粒子の検出率を示した．第1回流行で
は，糞便が採取された患者25名中7名（28％）と，発
病前に採便された1名を含む無症状者8天中1名
（13％）の糞便検体に本粒子陽性であった．第2回流行
では，糞便が採取された患者19名のいずれの糞便検体
にも，また，発病前に軽便された6名を含む無症状者
9名中2名（22％）の糞便検体に本粒子陽性であった．
なお，2回の流行を合わせて，無症状者で本粒子陽性の
3名は流行期間中に急性胃腸炎症状を示さなかった．
　採便病日と本粒子の排泄との関係をTable　4に示し
た．発病4日以内に採便したものでは19例中18例
（95％）と高率に本粒子を検出できたが，発病後5日か
ら9日までは14例中7例（50％）と検出率は低下し，
10日以後では11例適わずか1例にのみ検出できた．ま
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辮・
Fig．3　Calicivirus　particles　in　f㏄al　extract，　display－
　　　ing　a“Star　of　David”appearance（arrow）．
　　　The　bar　represents　100　nm．
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Fig．4　Feline　calicivirus　particles　cultured　in　pri－
　　　mary　feline　kidney　celL　The　bar　represents
　　　100nm．
た，発病前10日から2日までの期間に採取した糞便7
検体では，すべてに本粒子を検出できなかった．
4・4　血清学的検索
　第1回流行時にペア血清の得られた在院児27名につ
いて血清学的検討を加えた成績をTable　3に示した．第
1回流行時の患者19例中ユ8例（95％）に，無症状者8
例中6例（75％）に精製抗原に対するIEM抗体の有意
上昇を認めた．前血清にすでに精製抗原に対するIEM
抗体を保有していた1例の抗体量は3＋と高い値を示し
た．三児は月齢18ヵ月で本乳児院に入院したもので，
流行期間中台症状に経過し，IEM抗体の有意上昇を認
めなかった．また，IEM抗体リスポンスを認めなかっ
た患者は1例のみで，月齢2ヵ月の第1回流行当時の
最年少者であった．
　第1回と第2回の流行株の抗原性の比較成績を
Table　5に示した．　IEM法による交叉試験の結果，両
株の抗原性は一致するものと考えられた．
　IEM法を用い，本粒子と他の小型胃腸炎候補ウイル
スとの抗原性の比較成績をTable　6にまとめた．いず
れの抗血清および患者血清においても，精製抗原に対
するIEM抗体の有意上昇を認めず，本粒子は，
Norwalk　agent，　Hawaii　agent，　W　agent，　Otofuke
agentおよびsmall　round　virus－like　particlesと抗
原性を異にするという結果を示した．
　第’2回流行株に対する札幌市住民の抗体保有状況と
年齢別抗体分布をTable　7とFig．5に示した．6カ月
未満で13劇中3名（23％）に，6－23ヵ月で20忌中6
名（30％）に，2－5歳で20門中13名（65％）に，学童
および成人では，それぞれ20名中18名（90％），10口
中9名（90％）に本粒子に対する血清IEM抗体を証明
Table　3R6S〃な（ゾθZθC’70η窺伽OSO吻Cα雇∫6箔oJo9ゴ0召κα〃臨画0ηS　Oη漉ε伽00％’∂名6盈Sげ
飾’70θ泓67川底θ’oo81ゴ伽f鰯
Detection　of　calicivirusIEM　antibody　to　calicivirus
OutbreaksSubjects Number　positive／tested
　　Number　positive／tested
pre－illness　　　　　　convalescence
Oct．’77
Pati㎝ts
Residents　without
illneSS
7／25　　（28）
1／8　（13）
0／19（0）
1／8　（13）
18／19　　（95）
7／8　（88）
Aug．’79
Patients
Residents　without
illneSS
19／19　（100）
2／9　（22）
ND
ND
ND
ND
Percentages　are　hldicated　in　parentheses．
IEM＝Immune　electro　n　microscopy
ND＝Not　done
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Table　4　　CヒzJガα’z疹π∫s　∫海aゴ4ゴ％g　わz　sllools　α㏄o㎡ガ㎎　’0　6¢鐙　（ゾ　π勉㏄s
TotalPre－illness1 2 3 4 5 6 7 8 9　10　11　12≦　No　illness
Number　o：f　stool
specimens　examinθd
61 7 8 5 2 4 3 5 1 2 3 1 3 7 10
19 14 11
Number　of　virus－
Positive　specim㎝s
29 0 7 5 2 4 1 3 0 1 2 0 0 1 3
18 7 1
した。また，抗体量をみると，6ヵ月未満．の抗体陽性例
3例中2例は抗体量1＋と低い値を示した．一方，6－23
ヵ月および2－5歳の抗．体陽性例は3＋から4＋と高い抗
体量を示した．学童群では抗体量が分散する傾向を示
したが，成人群では高い抗体量を示すものが多かった．
4・5　本粒子の分離培養について
　　接種した3種の細胞には対照と比較し，ウイルス増
Table　7／19を解勉翅飽〃α1θ％6βげ・認〃微勧。め吋。
　　　　　　　σαあ0ゴ”げア24S　♂π　S6プαノン0吻　ρθ0クZ6　∬びかη9　ゴη
　　　　　　　Sのカ0”
Age　groupsNumber　of　Number　oftested　sera　　positive　sera％　positive
Table　5．4漉解耽60〃ゆ2瑠0％Oy　1E〃δθ如6召％’ω0
　　　　　　　σ4」げ6ガ0ガ7Z4S　8’7αゴηS　ゴ6万〃θ4　ノア0〃Z　∫6ρα7α’6
　　　　　　　0％’∂紹α々s　〔ザ’g｛zs’γoθ7¢琵～γ歪’ゴs　ゴ㎎　エ977．ごzη4
　　　　　　　エ979
0－5m
6－23m
2－5y
6－12y
aduIt
13
20
20
20
10
　3
　6
13
18
　9
23
30
65
90
90
TotaI
　4
83 49 59
Agents
Sera Patient’77
pre　　　post
Patient’79
pre　　　post
IEM＝Immune　electron　microscopy
4
Calicivirus　’77
Calicivirus　’79
0
0
4十
4十
0
0
．4十
4十
IEM＝Immune　electron　microscopy
Table　6　／hz’ガ8召多z．∫o
　　　　　　　プ匠〃2　0’ぬθ7
　　　　　　　解26γosoρカy
60．勉ραηSOη　（ゾ　6α1ガ0勿ガ7鋸S　祝房’ぬ
α8ω2’S　ゐy　ガ〃Z〃ZZ〃¢6　61召6’70η
3
Sera Calicivirus
Calicivirus　（patient）
　pre－illness
　CO．nValeSCenCe
Norwalk　agent（chimp且nzee）
　pre－inoculatiOn
　post－inoculation
Hawaii　agent（volunteer）
　pre－inoculation
　Post－inoculation
Wagent（volunteer）
　pre－inoculation
　post－inoculation
Small　round　virus－like
particles　（patient）
　acute　phase
　COnValeSCenCe
Otofuke　agent　（patient）
　acute　phase
　COnValeSCenCe
0
4十
0
0
0
0
1十
1十
0
0
ゆ
お82
あB
§
鵠
Σ　1
里
0
●
o　●
●　●
●　●
●
●
●●　●●
●●●●●
●●●
●
88888　8888888　　0溜。
●●●●●
●●　●●
●●●
●
●
●　●
●　●
o　o
●●●●●
●●
●
●
o
3十
3十
　　　　　　　　　　　0－5m　　6－23m　　2－5y　　6－12y　　Adult
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Age　group
ng．5　Age－related　IEM　antibody　scores　to　calici－
　　　　　　virus、　Closed　and　open　circleS　represent
　　　　　　antibody　positive　and　negative　samples，
　　　　　　respectiVely。
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殖を思わせる細胞変性効果を認めず，また，培養液お
よび培養細胞の凍結融解試料中にウイルス粒子を電顕
的に確認できなかった．
5考 察
　乳児院という閉鎖集団に急性胃腸炎の流行を認め，
患者下痢糞便中に比較的高率にウイルス粒子を検出し
た．本粒子の直径はおよそ31㎜で，表面構造融特な
幾何学的構造を示した．電顕ネガティブ染色像の比較
から，本粒子の表面構造はMadeley　and　Cosgrove12｝
やFlewett　and　Davies20）が同じく糞便中に検出し，さ
らに，McSwiggan　et　aL21）がその病因的意義を認めた
calicivirusに一致するものと思われた．　Madeley22）は表
面構造が星状形態（star　shaped　configuration）と表
現されるastrovirusとcalicivirusの形態学的差異につ
いて論じた中で，calicivirusの辺縁は二二であるがほ
ぼ球形で，直径は31㎜であり，表面構造はネガティ
ブ染色液が浸入して暗く観察される中央部の1個の凹
み（hollow）を囲んで6個のhollowが配回する，いわ
ゆる“ダビデの星（Star　of　David）”の形態を示すか，
またはhollowが網目状に配列して観察されるとした。
著者が糞便中に検出した本粒子の形態は，記述された
超微形態に一致するものであり，さらに，ネコ
calicivirusとの比較の結果も，本粒子がCaliciviridae
に特有な形態学的特徴を有することを支持するもので
あろう．Calicivirusの塩化セシウム中の浮上密度
（buoyant　density）は1．36－1．399／cm3と報告され…3）
本粒子の浮上密度はこれに一致するものであった．2回
の流行における胃腸炎症状と本粒子の糞便中への排泄
パターンの相関と，患者回復期血清にみられたIEM抗
体の存在は，本粒子の病原性を立証するものであろう．
札幌市住民のIEM抗体保有状況は，本粒子の一般住
民への浸淫をうらずけるものと思われた．
　Calicivirusは1932年，米国に流行したブタ水庖疹
（vesicular　exanthema　of　swine）の病原体として登場
し，以来，アシカやネコからの分離培養が報告され，主
に獣医学領域で研究されてきた書3》ウイルス分類学上，従
来は，Picomaviridaeに帰属するとされてきたが，形
態学的特徴と物理化学的性状が明らかになるとともに，
Caliciviridaeとして独立した子4）Calicivirusがヒ旨こ病
原性を示したという報告は近年までみられず，1976年，
Madeley　and　Cosgrove12）の報告と，続くFlewett
and　Davies20）の報告により，ヒト固有のcalicivirusの
存在が初めて示唆され，臨床ウイルス学的見地から注
目されるようになった．また，calicivirusが胃腸炎候
補ウイルスとして注目されるようになったのもヒトが
最初で，さらに，McSwiggan　et　al．2エ）の報告はcalici－
virusが小児の冬季嘔吐症（winter　vomiting　disease）
の病原体であることを強く示唆した．著者が急性胃腸
炎の2回目流行で得た諸知見は，ヒトにおけるcalici－
vinls感染症（calicivirus　infection）の解明に寄与する
ところが少なくないと思われる．以下，病因論的，症
候論的，および血清疫学的考察に分けて論じたい．
5・1病因論的考察
Calicivirusによる急性胃腸炎流行に関する報告は，
本研究の対象となった2流行25郷8）のほかに，ロンドン
における2流行2職28）があるのみで，流行の前後にわたっ
て検索が行なわれた成績は著者らの成績を除いてはな
い．本乳児院では，1976年12月にrotavirusによる急
性胃腸炎の流行がありi9｝以来，現在までの約5年間，
急性胃腸炎に着目して臨床ウイルス学的研究を継続し
ている．Calicivirusによる急性胃腸炎の2回の流行は，
この研究期間中に発生したため，経時的な検索が可能
となった．
　糞便の電顕的検索の結果，在院時へのcalicivirusの
浸淫は2回の急性胃腸炎の流行時期に一致して認めら
れた．さらに，個々の症例について検討した結果，胃
腸炎症状の発現と糞便中へのウイルス粒子の排泄パター
ンに相関を認めた§8》また，流行前後に採取されたペア
血清で，calicivirusに対するIEM抗体リスポンスを認
めたことから，calicivimsの病原性を確信することが
できた．
　胃腸炎候補ウイルスにおける相互関係については，多
数の研究者が検討報告している．Rotavirus，　adeno－
vinlsおよびcoronavirusは，大きさ．と形態学的特徴か
ら他のウイルス粒子とは容易に鑑別される．しかし，小
型ウィルス群に属すウイルス粒子は，大きさ形態が近
似することがあり，鑑別はやや困難である．Norwalk
agentグループに属するウイルス粒子の直径は26－30　nm
であり，粒子表面には微細な表面構造が存在すると報
告されているi）Otofuke　agentの直径は35－40㎜と，
他の小型ウイルス粒子よりやや大きく，表面に突起が
みられ，ほぼ球形を示すと報告されている｝η著者らの
報告した小球形ウイルス様粒子の直径は30nm前後で，
辺縁は不鮮明であるが，ほぼ球形で，粒子表面には微
細な表面構造が観察された｝5）Astrovirusの表面構造は
al civirusと同様に星状形態と表現されるが，
Madeley22）は両者の鑑別点について，　astrovirusは
calicivirusよりやや小さく（28　nm前後），粒子辺縁は
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円く境界鮮明で，表面構造はhollowの配列による星状
形態を示すが，粒子中央部にhollowを有しない点で
calicivirusと区別されると述べ，両者の形態模型を提
示している．胃腸炎候補ウイルスの抗原性を比較した
成績についても多くの報告がある．Norwalk　agent，
Hawaii　agent，　W　agent，　Otofuke　agentおよび
small　round　virus－like　particlesはそれぞれ抗原性が
異な好11・1牝30）astrovirus　lまNorwalk　agentと相違し
ll）Norwalk　agentとMontgomery　County　agentは
関連し1）Ditchling　agentとWagentは関連する11）と
報告されている．Calicivirusは形態学的にこれらの胃
腸炎候補ウイルスとは異なることから，当然，抗原性
も相違することが考えられたが，今回の流行で検出さ
れたcalicivirusは，　Norwalk　agent，　Hawaii　agent，
Wagent，　Otofuke　agentおよびsmall　round　virus
－like　particlesと抗原性において異なるという結果を
得た．ネコcalicivirusとの抗原性の比較は行うことが
できなかった．
5・2　症候論的考察
　Calicivirus感染症の臨床スペクトラムは，不顕性感
染から下痢，嘔吐，発熱の症状のすべてを伴うものま
で多彩であった．各症候の発現頻度は下痢をほぼ必発
として，約40％に嘔吐を伴った．発熱および気道症状
は2回の流行に差異を認めた．不顕性感染症例が20％
以上に存在したことは注目に値するものと思われた．
Calicivirus性胃腸炎の臨床像を論じた報告は少なく，
明確な丁丁は得られていない．McSwiggan　et　al．21）は，
幼稚園児に発生したcalicivirusによる冬季嘔吐症を報
告し，つついてその臨床的特徴についてCubitt　et　al．27）
は，嘔吐（70％）を主体とし，下痢（35％）を伴い，臨
床経過が短い（24－72時間）ことをあげた．しかしその
後，Cubitt　et　aL28）は精神病院母子病棟の乳児に発生
した小流行を報告し，臨床像の多様性を指摘した．す
なわち，calicivirus感染が血清学的に証明された乳幼
児6町中4名（67％）に嘔吐と下痢，1名（17％）に発
熱を認め，2名（33％）に不顕性感染を証明した．また，
臨床経過は1－9日と様々であった．勝島ら32｝は，乳幼児
8例の散発性のcalicivirus性胃腸炎を報告した．症例
は，すべて入院治療を要した比較的重症例で，臨床像
は下痢を必発とし，5例（63％）に嘔吐，4例（50％）
に発熱，2例（25％）に気道症状，全例に脱水徴候を認
めたと述べている，著者の2回の流行では，消化器症
状の発現頻度に差異を認めなかったが，発熱および気
道症状の発現頻度に差異を認めた．臨床像が相違する
理由として，まず，流行株が異なることを推定したが，
IEM法では2回の流行株の抗原性に差を認めなかった．
また，発生母体が同じ乳児院の流行であることから，月
齢差による宿主側の要因も考えにくく，臨床像の多様
性については今後解明されるべき課題と思われた．教
室の秋原33）は，本乳児院に集団発生したrotavirus性胃
腸炎を報告し，2歳以下の限定された月齢幅においても，
月齢層ごとに臨床症状が相違することを指摘したが，本
流行ではこのような相違を認めなかった．
　Rotavirus性胃腸炎は小児のウイルス性胃腸炎の代表
的疾患であることから，calicivirus性胃腸炎との臨床
的鑑別が問題となろう．Calicivirus性胃腸炎の流行期
は，McSwiggan　et　al．211の報告では冬季，　Cubitt　et
a1．28）では夏季，本研究では夏季と晩秋であり，一定では
なく，勝島ら32）の散発症例でも好発の季節を指摘できな
いようである．Rotavirus性胃腸炎の流行期が冬期間，
あるいはcooler　monthsとされるのに比較して対照的
といえよう．Rotavirus感染症の臨床スペクトラムは，
不顕性感染から下痢，嘔吐，発熱の三主徴をすべて伴
うものまで多彩であり，症例毎に両者を鑑別すること
は容易ではない．Rotavirus性胃腸炎の臨床像につい
て，浦沢ら34）は，下痢を必発として，80％以上に嘔吐，
60％程度に発熱，40％程度に気道症状，60％以上に脱
水徴候を認めると報告した．Lewis　et　aL35》の英国にお
ける成績では，93％に嘔吐，62％に発熱，66％に気道
症状を認めており，諸家の報告もこれらとほぼ一致し
ている．Caliciviτus性胃腸炎はrotavirus性胃腸炎と
比較し 嘔吐および発熱を認めるものが少なく，脱水
徴候が極めて軽微であることは，集団での流行の鑑別
点として重要であると思われた．
5・3血清疫学的考察
　英国子瓢28）カナダ｝3）ノールウェイ16）さらに本邦2嬬37）
からのcalicivirus性胃腸炎の最近の報告は，　calici－
virusが世界に広く浸淫することを示すものであろう．
著者の血清疫学的検索成績は，対象が札幌市という限
られた地域ではあるが，calicivirus感染が特定集団の
みならず，一般住民にも広く浸淫していることを示唆
するものである。年齢別抗体保育状況を見ると，2－5歳
の幼児群から抗体保育率が増加し，学童群で最高に達
することは，calicivirus感染が小児でも幼児期に好発
し，さらに，これまでの報告に集団発生が多いことを
考慮に入れると，保育所や幼稚園などで感染が増幅さ
れている可能性が考えられた．6ヵ月未満児の血清中に
検出された低い抗体価は，母体由来の移行抗体の残存
の可能性が考えられた．成人血清中に検出された高い
抗体価は，対象が小児科医師という医療従事者である
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ことから，一般成人とは区別して考えなけれぽならな
いのかも知れない．
　胃腸炎候補ウイルスは優れた培養系を持たないこと
から，多量の抗原を必要とする疫学的検索を行うこと
は容易ではない．Norwalk　agentではvolunteerの感
染実験で得た糞便材料をもとに，いくつかの疫学的成
績が明らかにされた§9－42）著者は，本流行の1症例から
calicivirus陽性糞便を多量に採取し，これよりIEM用
抗原を作製することができたため，これまでに報告さ
れていないCaiicivirus感染に関する疫学的成績を得る
ことができた．血清試験法として，著者はIEM法を採
用した．IEM法は反応の特異性は高いが，1）特殊な機
器を必要とし，2）時間を要し，3）抗原消費量が多い
ことなどから，疫学的検索の手法としては適当とはい
えない．しかし．他の血清試験法の確立には，糞便か
らの精製抗原を用いる場合，様々の問題があり，その
開発は難かしい．著老は，IEM用抗原と同様に精製濃
縮した抗原を用いて，補体結合試験法および免疫酵素
抗体法（Enzyme－linked　ilnlnunosorbent　assay）を試
みたが，それぞれ，抗補体作用や非特異的反応の出現
により，これらの試験法の樹立には至らなかった．
6　結 語
　乳児院に流行した2回の急性胃腸炎に対し，臨床ウ
イルス学的，さらに疫学的検討を加え，次の結論を得
た．
1）　急性期の下痢糞便にウイルス様粒子を高率に検出
　した．本粒子の表面構造は，Caliciviridaeの形態学
　的特徴といわれる“Star　of　David”の形態を示し
　た．また，ネコcalicivirusの形態に酷似した．
2）　臨床症状は下痢が主症状ほぼ必発であり，嘔吐
　（44％），発熱（18％）を随伴した．脱水徴候は軽微
　であり，軽症に経過した．また，IEM法による血清
　診断法では，不顕性感染の存在が知られた．
3）下痢や嘔吐の消化器症状とcalicivirus排泄パター
　ソには，経時的に有意な相関が認められた。
4）患者回復期血清に抗calicivirus　IEM抗体の有意
　な上昇を証明した．
5）本粒子と小型胃腸炎候補ウイルスであるNorwalk
　agent，　Hawaii　agent，　W　agent，　Otofuke　agent
　およびsmall　round　virus－1ike　particlesとの間に
　抗原性の相違を認めた・
6）年齢別の抗calicivirus　IEM抗体保有状況から
　calicivirus感染症は普遍的であり，その好発年齢は
　幼児期であることが推定された．
　稿を終るにあたり，直接御指導を賜わった札幌医科
大学小児科学教室千葉峻三助教授，実験遂行および論
文作成に際し，種々の御教示を頂きました札幌医科大
学小児科学教室小賀坂良一博士，貴重な検体を御供門
下さいました札幌医科大学衛生学教室浦沢正三教授に
深謝いたします，
　なお，本研究は文部省科学研究：総合研究（A）（石
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